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RESUMO

O diagndstico da infecgdo pelo T. gondii é usualmente feito pelas técnicas soroldgicas, mas a amostra
(soro ou plasma) pode ser restrita em determinados grupos protegidos, em que a coleta de sangue é
considerada agressiva e invasiva. Os anticorpos sdo encontrados em outros materiais biologicos, de
coleta ndo invasiva, como a saliva. Os métodos de detec¢io de anticorpos no mercado estio padronizados
para utilizar amostras de soro, e ha metodologias alternativas de maior sensibilidade utilizando-se
saliva, mas estas requerem equipamentos de dificil uso no campo. Dot-ELISA tem alta sensibilidade
e leitura visual sem equipamentos, que facilita a execugdo de ensaio em campo utilizando-se técnica
de triagem répida e eficiente. Neste contexto, foi padronizado o dot-ELISA de alta sensibilidade para
deteccio de anticorpos anti-T. gondii em saliva e soro, utilizando-se amostras de 20 voluntarios adultos.
A sensibilidade e a especificidade do dot-ELISA padronizado foram semelhantes em soro e saliva,
com exata distincdo de amostras positivas e negativas, mesmo na ocorréncia de baixas concentragdes
de anticorpos como na saliva. A saliva mostra ser material bioldgico adequado para deteccdo de
anticorpos anti-T. gondii em estudos epidemioldgicos da toxoplasmose em criangas ou outros grupos
protegidos, em que a coleta de sangue ¢é restrita.
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ABSTRACT

The diagnosis of T. gondii infection is usually performed by serological tests, but the blood collection
could be restricted in some groups as children. Antibodies are also found in other biological materials,
such as saliva, whose sampling has been done by means of non-invasive procedure. Commercially
available assays for performing antibody detection are standardized for analyzing serum samples.
There are alternative techniques for detecting antibody in saliva, however they demand the use of
equipment which is not easy to be used in field. Dot-ELISA is highly sensitivity and the results are of
visual reading without any equipments, being available to be used in field studies, by means a rapid
and efficient screening technique. Thus, a dot-ELISA with high sensitivity was standardized for detecting
anti-T. gondii antibodies in saliva and serum by using samples from 20 adult volunteers. Sensitivity
and specificity of the standardized dot-ELISA were similar in both saliva and serum samples, and
precisely distinguishing the positive and negative samples, even in low antibody concentration-
containing sample as saliva. Saliva showed to be as a potential biological material for detecting
anti-T. gondii antibody in epidemiological studies on toxoplasmosis in children or other protected
groups, where the blood collection is restricted.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose ¢ uma doenga causada
pelo coccideo Toxoplasma gondii que apresenta

alta infecciosidade e baixa patogenicidade
em hospedeiros humanos com abrangéncia
cosmopolita, afetando grande fracao da

populagdo humana'. A infecgdo ¢é adquirida
através da ingestio de oocistos, em solo,
agua ou presentes em frutas e verduras mal
lavadas, cistos em carne crua ou malcozida e
pela infeccdo transplacentaria®. Outras formas
menos freqiientes de adquirir a doenca sdo
transfusao sanguinea, transplantes de Odrgaos
e acidentes laboratoriais’. O agente pode ser
isolado durante a fase aguda da infec¢do ou
em reativacbes em componentes organicos de
diversos tipos, tais como sangue, liquido
cefalorraquidiano, saliva e medula dssea, assim
como dos conteudos coletados de infiltrados
cutdneos, de manifestacoes exantematicas, do
baco e especialmente, de géanglios linfaticos,
mas o isolamento é demorado e a deteccdo de
acidos nucleicos de sensibilidade variavel*.

Assim, a principal ferramenta para o
diagndstico da toxoplasmose ¢é a deteccao
de anticorpos no sangue. Diversas provas

sorologicas foram preconizadas para o diagndstico
laboratorial da toxoplasmose, como: reagdo
de Sabin - Feldman’ reagdo de aglutinacao
do latex® reagdo de fixacdo de complemento’;
reagdo de hemaglutinagao indireta®;, reacdo
de imunofluorescéncia indireta? e diversas
reagdes imunoenzimaticas (ELISA) de diversos
desenhos e revelagoes, além de immunoblotting
ou western blotting e dot-ELISA®.

Todos os testes comerciais de detecgdo
de anticorpos na toxoplasmose sdo desenhados
para o uso de soro, que apresenta concentragao
alta e semelhante de IgG entre as amostras,
mas sua coleta implica em pequena invasdo
do hospedeiro. Em estudos de incidéncia
de doencas de alta prevaléncia e cicatriz
sorologica, como a toxoplasmose'’, o grupo
alvo de detec¢do de incidéncia é o menos exposto
ou recentemente exposto, ou seja, criangas e
escolares pela pouca idade e tempo de
exposi¢ao, ja que a toxoplasmose é cosmopolita

e tem poucas regides de baixa prevaléncia''.

A saliva é um fluido especifico proveniente
da secrecio das glandulas salivares como a
parodtida, submandibular, sublingual e glandulas
menores, acrescida de substancias oriundas do
fluido crevicular gengival com IgG, secregdes
bronquicas ou  nasais, células epiteliais
descamadas, restos de alimentos, micro-organismos
e produtos de seus metabolicos'.

Como alternativa na detecgio de IgG
especifica, a saliva pode oferecer a facilidade
de coleta, de baixo custo e conforto ao paciente
(principalmente criancas), além de ser um
material de facil manuseio nos procedimentos
diagnosticos. Sua principal desvantagem ¢ a
quantidade variavel de IgG e a necessidade de
refrigeragdo”. Granade et al'* ja preconizavam
o uso da saliva para a detecgdo de IgG especifico
para rubéola e virus da imunodeficiéncia humana
tipo I, e Santos et al” também demonstraram
o potencial da saliva para o imunodiagnoéstico
da  infec¢do  por  Schistosoma  mansoni.
Na toxoplasmose, a saliva foi eficiente para
pesquisa de anticorpos IgA, IgM e IgG quando
comparada a amostras pareadas de soro,
usando immunoblot e aglutinagao direta'.
A presenca de IgG anti-T. gondii em saliva
foi demonstrada por immunoblot, com alta
especificidade para triagem laboratorial da
toxoplasmose'”. Para investigar o potencial uso
da saliva para deteccdo de anticorpos contra
Toxoplasma gondii, Loyola et al** realizaram
estudos epidemioldgicos e de vigilincia da
toxoplasmose, demonstrando a aplicabilidade
da detecgdo de anticorpos IgA na saliva como
marcadores de toxoplasmose aguda em ensaios
de ELISA.

O dot-ELISA tem sido descrito como
um método diagndstico eficiente para doengas
infecciosas parasitarias como a esquistossomose®,
a toxoplasmose*™ e a angiostrongiliase®.
Este teste é um método sensivel, rapido, de
baixo custo e de facil aplicagio na rotina
laboratorial, permitindo a detec¢ao de anticorpos
em pequenas quantidades de amostra sem uso de
equipamentos.

Normalmente, os estudos soroldgicos tém
utilizado a coleta de sangue, através de puncao
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classica por agulha com produgdo de soro ou
coletas de sangue total com lanceta e em papel
filtro. Os dois materiais, com diferentes graus de
pureza, sao fontes de IgG especifica, detectadas
por testes de diferentes sensibilidades e
especificidades, no caso da toxoplasmose humana.

Nossa alternativa foi o uso de saliva,
que possuem IgG secretada, através de coleta
simples seguida de concentragdo, o que permite
a deteccio de IgG especifica contra o agente
em diversos grupos. Por estas razdes, otimizamos
o teste dot-ELISA para deteccdo de anticorpos
anti-T. gondii em amostras pareadas de soro e
saliva, trabalhando com uma saliva concentrada
10X como descrito em metodologia, permitindo
resultados mais especificos.

MATERIAL E METODOS

Amostras e antigenos

A pesquisa foi conduzida dentro dos
padroes exigidos pela Resolugio 466 de 12 de
dezembro de 2012 do Ministério da Saude.
Todos os voluntdrios trouxeram ou assinaram o
TCLE, contendo todos os procedimentos a serem
desenvolvidos, conforme a resolugdo n° 196/96,
que regulamenta a pesquisa envolvendo seres
humanos. Vale ressaltar que este estudo foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo - FMUSP e aprovado sob o processo
n° 23109613.1.0000.0065.

Foram testadas 20 amostras de soro e
saliva pelas técnicas de ELISA e dot-ELISA.
Todas as amostras de soro foram validadas
pelo teste comercial Elecsys Toxo IgG/IgM
(Roche Diagnostics®, Somerville, NJ, USA), no
setor de Imunologia da Divisao do Laboratério
Central do Hospital das Clinicas - FMUSP.
Das 20 amostras de soro validadas pelo
Laboratério Central do Hospital das Clinicas -
FMUSP, 4 amostras de soro foram positivas
e 16 amostras de soro foram negativas.
Os voluntarios eram alunos de pds-graduagao
do Laboratério de Protozoologia do Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo.

Suspensdes de taquizoitos da cepa RH
de T gondii foram mantidas no Laboratério
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de Protozoologia do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo, por meio de sucessivas
passagens com intervalos de 3 a 4 dias,
em camundongos Swiss nao  isogénicos,
pesando em torno de 20 g e com idade
variando entre 30 e 60 dias. Os animais
previamente infectados foram  submetidos
a eutandsia por narcose em camara de CO,
e o peritonio lavado com 5 mL de solugdo
salina tamponada com fosfato 0,01M pH 7,2
(PBS) estéril contendo penicilina cristalina
2500 UI/mL e estreptomicina 10 mg/mL.
Apés quantificagdio em camera de Neubauer, os
parasitas foram diluidos apropriadamente em
PBS e cada animal recebeu 10’ taquizoitos por
in6culo intraperitoneal. A suspensdo parasitaria,
obtida através do lavado peritoneal de animais
infectados, foi purificada por filtragio em
membrana de policarbonato 5 um (Millipore®)
e centrifugada a 700 g por 10 min a 4 °C.
Estes taquizoitos livres de células foram
contados e estocados a -20 °© C até o momento
do uso. O extrato antigénico salino (antigeno
salino®) foi obtido de antigeno protéico
solivel de T. gondii com concentragio de
3 x 10® taquizoitos da cepa RH. O precipitado foi
suspenso em 5 mL de agua destilada submetido
a sonicagao (0,40 MHz, 4 Vdc) por 4 periodos
de 30 segundos, em banho de gelo via
sonicador de ponta Thornton®. Apds certificagdo
microscopica da lise total dos taquizoitos, foi
acrescentado 5 mL de solu¢do de NaCl 0,3 M
sendo a suspensido centrifugada a 10.000g
a 4 °C por 30 min, em centrifuga refrigerada
Eppendorf 5403. O sobrenadante foi separado
em aliquotas e mantidas a -70 °C até o
momento de seu wuso. Todas as reagdes
foram realizadas com uma mesma partida de
antigeno. O extrato antigénico alcalino (antigeno
alcalino) foi obtido a partir de uma suspensao de
3 x 10° taquizoitos da cepa RH de T. gondii
que foi tratada com 20 mL de NaOH a 0,15 M
e mantida a 4 °C por 6 h. Em seguida, a
solugao antigénica foi neutralizada com HCl 0,3 M
para o pH 7,5, e estocada em aliquotas a
-20 °C. Para aumentar o rendimento também
foi realizada a extragdo de antigeno de parasita
por detergente suave, desoxicolato de sddio.
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Extrato  protéico soluvel por  detergente
desoxicolato de sodio (DOC): uma suspensdo
de 3 x 10°® taquizoitos da cepa RH foi
tratada com DOC nas concentragdes de 0,1 %
e 0,5 % em Tris-HCL. Apds 30 min de incubagao
a 4 °C, a suspensdo foi centrifugada a 10000g
por 15 min a 4 °C e o precipitado
descartado. O sobrenadante foi aliquotado e
estocado a -20 °C.

As dosagens protéicas dos diferentes
preparados  antigénicos  foram  efetuadas
empregando-se o método de Bradford*.
A qualidade do antigeno foi avaliada por
eletroforese em  poliacrilamida®, seguida
de  transferéncia  para membranas e
imunomarca¢do usando soro positivo humano,
seguido de conjugado peroxidase anti-IgG
humano, em  condigdes  convencionais®.
As membranas foram fotografadas para
documentagdo. Utilizamos o mesmo antigeno
em ambos os testes imunoenzimaticos,
diferenciando-se  apenas as  concentragdes
antigénicas para cada metodologia.

Saliva

Para a intervencdo da coleta de saliva
utilizamos o que denominamos “kit coleta de
saliva’, entregue a cada voluntdrio. Apods a
entrega do Termo de Consentimento Livre
Esclarecido, os voluntarios eram conduzidos
para a coleta da saliva. Era realizada a
higiene da cavidade oral, com uso de 25-40 mL
de enxaguante oral (Listerine®), de wuso
comercial, bochechos e 03 lavagens da
cavidade com 4agua potavel sem aditivos.
Sem qualquer outro estimulo, foi solicitado
para que os voluntarios completassem com

saliva até a marca de 05 mL ou mais
do tubo de «coleta, na dependéncia da
produgdo individual de cada um. Nenhum

voluntario foi convidado a coletar mais saliva
do que o necessario para o teste. Apds a
intervencao, os tubos coletados contendo a
saliva eram colocados em banho de gelo para
evitar perdas e mantidos assim até seu
transporte e processamento no Laboratério de
Protozoologia, no mesmo dia.

ELISA (Enzyme - Linked Immunosorbent
Assay)

A técnica foi desenvolvida de acordo
com a metodologia descrita por Venkatesan
e Walklin”. Placas de poliestireno de 96
pocos para microtitulacio (Costar”) foram
sensibilizadas com 100 pL/pogo com proteinas
de T gondii em suas diferentes preparagdes.
A leitura das densidades opticas (D.O.) foi
realizada em leitor automatico de microplacas
(Labsystems Multiskan MS) a 492 nm.

Dot-ELISA

A técnica de dot-ELISA foi executada
segundo a metodologia descrita por Hakes e
Armstrong®’, com modificagdes realizadas pelo
Laboratorio de Protozoologia do Instituto de
Medicina Tropical/USP, utilizando membrana
de nitrocelulose (BioRad®), foram sensibilizadas
com 50 pL/pogo com antigeno soluvel de
T. gondii, suspensos em tampao 0,1 M carbonato-
bicarbonato de sddio pH 9,5, nas concentragdes
de 0,5 pg/mL para triagem de amostras de
soro e 1,5 ug/mL de antigeno para amostras
de saliva, utilizando-se um sistema dot blot
de 96 pocos (BioRad®). Apds sensibiliza¢do, as
membranas eram retiradas do sistema dot blot,
cortadas em tiras de aproximadamente 0,4 mm
e colocadas em bandejas de incubagdo com
canaletas de 10,5 cm x 5 mm (BioRad®),
onde foram bloqueadas com Solugdo Salina
Tamponada Tween Leite 5 % (SSTTL), por 2 h
em temperatura ambiente. Em seguida, as
membranas foram lavadas trés vezes por 5 min
com SSTTL 0,05 % sob agitagdo. Em seguida,
foram aplicados volumes de 500 ulL/canaleta
de amostras de soro ou saliva, com incubagdo
por 1 h sob agitacio em temperatura ambiente.
Apos a incubagdo, as membranas foram
novamente lavadas trés vezes e foram aplicados
500 pL/canaleta do conjugado anti-IgG humano
na diluigdo de 1/10.000, sendo as amostras
incubadas por 1 h em temperatura ambiente.
Decorrido o tempo de incubagdo, as membranas
foram novamente lavadas trés vezes. A reagdo
foi revelada utilizando-se como cromdgeno o
3,3-diaminobenzidina (DAB), sendo aplicados
500 uL/canaleta da solugao cromodgena (10 pg DAB,
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acrescido de 10 mL PBS e 15 pL de agua
oxigenada 30 %).

ANALISE ESTATISTICA

Os indices de sensibilidade relativa,
especificidade  relativa,  co-positividade e
co-negatividade, valores preditivos positivo e
negativo, os intervalos de confianga de 95 %
para propor¢des e a concordancia entre testes
(Indice Kappa) foram calculados pelo programa
Epilnfo 6.04, usando a rea¢ao de ELISA como
teste de referéncia. Os intervalos de confianga
de 95 % e os indices relativos foram incluidos
em todas as citagoes dada a amostragem reduzida.

RESULTADOS

Para padronizagao dos nossos testes,
utilizamos 20 amostras de soro e saliva estocadas
no banco de material biolégico do Laboratdrio
de Protozoologia do IMTSP. As amostras de
soro foram submetidas ao teste convencional
de ELISA e validados pelo Laboratorio Central
do HC-FMUSP, sendo considerado nosso padrao
ouro para analise da sensibilidade relativa,
especificidade relativa e valores preditivos
positivos e negativos para o teste de dot-ELISA.
Estas amostras foram ensaiadas na dilui¢do
1/100 frente as diferentes preparagdes antigénicas
como demonstrado na Figura 1A. Dos 20 soros
testados, 4 foram reagentes ao T. gondii e 16 foram

nao reagentes.

Utilizando o teste estatistico t student,
verificamos que o antigeno salino apresentou os
melhores resultados, com clara distingdo entre
amostras positivas e negativas.

A partir dos resultados obtidos no ELISA
para as amostras de soro, realizamos uma
eletroforese das diferentes preparagdes antigénicas
de T gondii para verificarmos o perfil dos
antigenos de cada preparagio. Como podemos
observar na Figura 1B, o extrato protéico salino
foi o antigeno que revelou um maior numero
de fragdes antigénicas, mantendo, portanto, um
maior ndmero de epitopos protéicos capazes
de se ligarem aos anticorpos presentes nos soros,
o que confirma os melhores resultados do ELISA
para esta preparagdo. As demais preparagoes
apresentaram um numero menor de bandas,
provavelmente, por perdas maiores de epitopos
durante o processamento do antigeno. Contudo,
¢ possivel visualizar em todas as preparagdes,
uma banda de 30 KDa, que corresponde a
proteina (p30), a mais abundante na superficie
de taquizoitos de T. gondii.

Assim, o ensaio de ELISA com extrato
protéico salino foi considerado o teste padrio
ouro para analise posterior dos resultados do
dot-ELISA.

Inicialmente, padronizamos o ensaio de
dot-ELISA em amostras de soro, onde a
concentragao de IgG especifica ¢é maior,
facilitando a detecdo dos anticorpos e, em
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Figura 1. A - Resultados do teste imunoenzimatico ELISA para amostras de soro humano. Os soros positivos
estdo representados em vermelho e os negativos em azul. As linhas representam as médias de cada grupo; B- resultados da
eletroforese para as diferentes preparagdes antigénicas de T. gondii. PM = padrao de peso molecular
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Figura 2. Resultados da padronizagio da concentragdo protéica do antigeno salino, antigeno alcalino, antigenos DOC 0,1 % e
DOC 0,5 % para a reac¢do de dot-ELISA em amostras de soro humano

seguida, partimos para a padronizagio da
técnica em amostras de saliva. Embora o extrato
protéico salino tenha fornecido os melhores
resultados no ELISA, continuamos a trabalhar
com as diferentes preparagdes antigénicas durante
a padronizacdo do dot-ELISA, a fim de obtermos
o maximo de eficiéncia em nosso teste.

Para padroniza¢do da rea¢io de dot-ELISA,
utilizamos os soros na diluicdo 1/100, sendo
as membranas de nitrocelulose sensibilizadas
com diferentes preparagdes antigénicas em
diferentes concentragdes protéicas.

Como podemos observar na Figura 2,
a concentra¢do protéica ideal para todas as
preparagdes antigénicas utilizadas no dot-ELISA
para soro foi a de 0,625 ug/mL, que corresponde
a 31 ng/50 pL, volume utilizado em cada
poco da membrana no dot blot (Bio Rad®).
Nesta concentragdo, foi possivel distinguir
claramente os soros positivos, com marcagdo
(dot) bem definida, dos soros negativos,
sem marcagdo visivel ou com apenas uma
pequena marcagdo de fundo sem defini¢do, que
corresponde ao background da reagao.

Apés padronizagdo do dot-ELISA para
soro, partimos para padronizagdo da reagdo
em amostras de saliva. Esta padronizacao foi
realizada da mesma forma que a do dot-ELISA
dos soros. Assim, podemos verificar na Figura
3 que a concentragdo protéica ideal em todas
as preparagdes antigénicas foi a de 1,25 pg/mL
que corresponde a 62 ng/50 pL, volume utilizado
em cada po¢o da membrana no dot blot
(Bio Rad®). Nesta concentragdo, foi possivel

distinguir claramente as amostras de saliva
positivas, com marca¢do (dot) bem definida,
das amostras negativas, sem marcagdo visivel ou
com apenas uma pequena marca¢ido de fundo
sem definicdo, que corresponde ao background
da reacao.

Apés padronizagdo da concentragao protéica
ideal para as diferentes preparagdes antigénicas,
avaliamos a reprodutibilidade intrateste da
reagdo de dot-ELISA para saliva, através das
marcagdes obtidas nos (dots) das quadruplicatas
de cada saliva testada. Como podemos observar
na Figura 4, os quatro (dots) da mesma amostra
tiveram marcagdo semelhante, com mesmo grau
de intensidade, confirmando a reprodutibilidade
intrateste do dot-ELISA. Estes dados também
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v 0,312pgimL
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Figura 3. Resultados da padroniza¢io da concentragio
protéica para as diferentes preparagdes antigénicas utilizadas
nas reagoes de dot-ELISA em amostras de saliva humana
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podem ser confirmados nas Figuras 5A, 5B, 5C
e 5D, que apresentam os resultados das
quadruplicatas das amostras de saliva frente
as diferentes preparacdes antigénicas. Ja, para
avaliar a reprodutibilidade interteste, comparamos
as marcagoes (dots) das quadruplicatas de cada
amostra, testadas em dias diferentes. Na Figura
4, podemos verificar uma boa reprodutibilidade
dos resultados do primeiro e segundo teste,
indicando que o dot-ELISA apresentou uma boa
reprodutibilidade interteste.

Apos padronizacao da concentragio protéica
ideal de antigeno, avaliamos 20 amostras de saliva
com seus respectivos soros, estocadas no banco de

Antigenosalino  Antigeno alcalino

DOCO0,1% DOC0,5%

AL 3 ’\\'\1\5“ AW D ’\\'\qx“ AW 9 ‘\\x\qﬁ‘\ A 9\

Y 2 P e 1%
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material biolégico do laboratério de Protozoologia
do IMSTSP. Estas amostras foram testadas por
dot-ELISA em quadruplicatas frente as diferentes
preparagdes antigénicas. A sensibilidade relativa,
especificidade relativa e valores preditivos positivos
e negativos, de cada antigeno, foram calculados no
programa Epilnfo 6.04, utilizando o ELISA do soro
como teste de referéncia.

Como podemos observar na Figura 5A,
o teste dot- ELISA com antigeno alcalino
apresentou resultados discordantes do teste
ELISA para as amostras de saliva, com um resultado
falso positivo e um resultado falso negativo,
diminuindo assim a sensibilidade relativa do
dot-ELISA, tendo uma sensibilidade relativa de
75 % e especificidade relativa de 93,8 %.

O dot-ELISA com antigeno DOC 0,1 %
(Figura 5B), apresentou resultados discordantes
do teste ELISA, tanto para as amostras de soro
como saliva, sendo um resultado falso negativo
e dois resultados falsos positivos para saliva e
13 resultados falsos positivos para soro, com
isso a sensibilidade relativa foi de 75 % e a
especificidade relativa de 87,5 %.

Para o dot-ELISA com antigeno DOC 0,5 %,
a presenca de resultados discordantes do teste

Figura 4. Resultado da reprodutibilidade da técnica ELISA foi ainda maior como podemos verificar
dot-ELISA intrateste e interteste na Figura 5C, com dois resultados falso negativo
A B
Soro 03 o1 03 02
=20 o 15 soro a1 14
Sensibilidade 75% IC (219 -98.7) (n=20) Sensibilidade 75% I (21.9 -987)
Relativa Relativa
Bt RS Lefreiad) Saliva | Especificidade 87.5% 1C(60.4-97.8)
Saliva Relativa (n=20) Relativa
(n=20) Valor preditivo + 75% IC (21.9-98.7) Valor preditive + £0.0% IC (17.0-927)
Yolor predivo &) 233 EA77777) Valor preditivo (-) 93.3% IC (66.0-99.7)
C D

02 0
Soro
(n=20) (2 1)
Sensibilidade 50% IC (9.2 -90.8)
Relativa
Saliva Especificidade 100%
(n=20) Relativa
Valor preditive + 60.0%

Valor preditivo () 93.3%

1C(75.9-100.0)

IC (19.8-100.0)
IC (63.9-98.1)

02 0
Soro 02 16
(n=20) S o
=] ensibilidade 50% IC (9.2 -90.8)

Relativa
Especificidade 100% 1C(75.9-100.0)

Saliva Relativa

lo=20), Valor preditivo + 60.0% IC (19.8-100.0)
Vailor preditivo (-) 93.3% IC (63.9-98.1)

Figura 5. Resultados dot-ELISA com antigeno alcalino (A), dot-ELISA com antigeno DOC 0,1 % (B), dot-ELISA com antigeno
DOC 0,5 % (C) e dot-ELISA com antigeno salino (D), para amostras de soro e saliva estocadas no Laboratorio de Protozoologia

- IMTSP
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para soro e dois resultados falsos positivos
para saliva e 13 resultados falsos positivos para
soro, sendo assim a sensibilidade relativa foi
de 50 % e a especificidade relativa de 100 %.

O dot-ELISA com antigeno salino
(Figura 5D) apresentou resultados concordantes
com o teste ELISA, tanto para as amostras de
soro como de saliva, tendo uma co-positividade
e co-negatividade em amostras de soro e saliva,
com 100 % de sensibilidade relativa e 100 %
de especificidade relativa, sendo o antigeno
mais promissor para ensaios futuros.

DISCUSSAO
Nossos dados mostram que o ensaio
imunoenzimatico dot-ELISA  foi capaz de

detectar anticorpos IgG anti-T. gondii em saliva
com a mesma eficiéncia de detec¢do em soro,
material mais utilizado para este fim. Esta
abordagem de coleta de saliva é extremamente
importante para determinados grupos especificos
de pacientes, como as crian¢as, que sdo, muitas
vezes, protegidas da coleta invasiva convencional
de sangue. Isto tem uma implicagio muito
importante para o diagnostico das doengas
infecciosas, em especial, da toxoplasmose,
ja que permite a utiliza¢do de um material de
facil obtencdo, sem necessidade de métodos
invasivos de coleta, como é o caso do sangue.

Esta abordagem também tem apresentado
resultados positivos para grupos de individuos
adultos, colaborando com a adesdo dos pacientes
em estudos, ja que aumenta a confianca e a
perseveranca dos mesmos no tratamento, por nao
envolver sistematicamente a invasdo pela agulha
durante a consulta, evitando o absenteismo?®.

Em nosso trabalho, padronizamos um
ensaio de dot-ELISA com alta sensibilidade e
especificidade, permitindo a deteccio de IgG
em pequenas quantidades de material, que ¢é
extremamente importante no caso da saliva,
que apresenta baixa concentragio de IgG.
Outros autores ja haviam relatado anteriormente
a importincia e aplicabilidade da reacao de
dot-ELISA para outras protozooses, mas para a
toxoplasmose estes dados siao escassos®, sempre
utilizando soro como fonte de anticorpos.

Na toxoplasmose, ha relatos da utilizagdo
da saliva para detec¢ao de anticorpos a partir
de ensaios de ELISA e immunoblotting'®'s,
sendo o nosso trabalho pioneiro na utilizagdo
da técnica de dot-ELISA para saliva.

Nossos dados de padronizagdo mostram que
o extrato salino foi o antigeno que apresentou os
melhores resultados no dot-ELISA, possibilitando
uma clara distingdo entre amostras positivas
e negativas. Estes resultados sdo corroborados
pelos dados descritos por outros autores**
que utilizaram o dot-ELISA com antigeno salino
para deteccdo de IgG anti-T. gondii em amostras
de soro.

Estudos comparativos entre a eficiéncia
de diferentes métodos de deteccdo de IgG
anti-T. gondii em saliva sdo raros, mas os
resultados do ELISA e do dot-ELISA do nosso
estudo foram semelhantes aos descritos por
Stroehle’” em um trabalho comparativo entre
o ELISA e o immunoblotting para deteccao de
IgG anti-T. gondii em saliva, com valores altos
de sensibilidade e especificidade, sendo estes
resultados semelhantes aos descritos por Morris
et al*® em estudos de detec¢ao de anticorpos
IgG anti-rubéola em saliva.

Contudo, alguns autores relataram valores
menores de sensibilidade e especificidade do
dot-ELISA, propondo um aprimoramento do
teste como demonstrado por Shukla et al*’ em
um estudo utilizando antigenos de Cysticercus
fasciolaris, com 88 % de sensibilidade e 74 % de
especificidade. Verificamos em nossos ensaios
de padronizagdo, que a concentragdo necessaria
de antigeno salino para deteccdo de IgG em
saliva correspondeu ao dobro da concentragio
necessaria para detec¢ao no soro. Este dado pode
ser explicado pelo fato da saliva total conter altos
niveis de IgA secretora e baixos niveis de IgG.
Além disso, a presenca de bactérias, leucocitos,
mucina, células epiteliais e restos de alimento
podem provocar a degradacio da IgG por
proteases bacterianas e salivares, podendo,
também, dificultar o processamento do material
dada sua viscosidade™.

Em nosso trabalho obtivemos valores altos
de sensibilidade relativa 100 % e especificidade
relativa 100 % para o dot-ELISA com antigeno
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salino em saliva. Estes dados sdo corroborados
pelo estudo pioneiro em detec¢do de anticorpos
anti-T. gondii em saliva'®, que utilizaram a técnica
de immunoblotting com antigeno salino, muito
similar ao nosso antigeno.

Nossos resultados demonstraram que o
dot-ELISA com antigeno salino é um método
excelente para o diagndstico e triagem da
toxoplasmose, utilizando tanto amostras de
soro quanto de saliva, com altos valores de
sensibilidade e especificidade. Stroehle et al”
ressaltam a importincia da utilizagdo da
saliva como material por ndo ser um método
invasivo, mas destacam que ¢ necessario o
aprimoramento  das  técnicas  diagnosticas,
bem como o processamento da saliva apds
sua obtencdo, que é uma meta futura do nosso
trabalho. Além disso, em estudos futuros
iremos aprimorar o nosso teste, aumentando
sua capacidade de deteccdo de IgG em saliva,
através da utilizagdo de dot-ELISA de captura
com proteina A ou utilizando sistemas de
revelagdo de maior sensibilidade.

CONCLUSAO

Entendemos que os resultados advindos
do aprimoramento do teste possam permitir, no
futuro, o desenvolvimento e aplicagdo de um teste
comercial para detec¢do de IgG anti-T. gondii em
saliva, a semelhanca do que ¢é feito atualmente
com o teste rapido para diagnoéstico de individuos
reagentes ao virus HIV, a partir da detec¢ao de
IgG em saliva.
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